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RESUMEN

Se llevaron a cabo 2 muestreos de sedimentos marinos en los meses de
Septiembre y Noviembre dei 2001 dentro de un cuadrante de 0.2 km? con una
topografia no muy accidentada (30-53 metros) y cercano a la costa de La Jolla,
California, E.U.A. Se obtuvieron mas del 80% de las bacterias pertenecientes al
orden de los Actinomicetales encontradas en las 41 muestras tomadas. Se
realizé un analisis ecolégico en el cual se evaluaron la presencia, crecimiento en
diferentes medios de cultivo, requerimiento de sodio para el crecimiento e
interacciones quimicas entre estos microorganismos. En 0.2 km? de superficie
encontramos al menos 370 actinomicetos que pueden ser separados en 7
grupos con caracteristicas morfolégicas distintas. E1 28% de elios depende
altamente de condiciones salinas para su crecimiento. El 14% de elios puede
considerarse como estrictamente marino ya que requiere de sodio para su
crecimiento. Al menos el 5% de la poblacion total que se pueda encontrar en el
cuadrante utiliza estrategias de inhibicion de crecimiento contra
microorganismos de su orden y/o presentes en su habitat. Al menos 12% de la
poblacion presente en el cuadrante muestra interacciones causadas por factores
quimicos autorreguladores.
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ANTECEDENTES

Una de las actividades bioldgicas que mas ha sido buscada en ias Ultimas
2 décadas es la antibiosis. El rapido aumento de la resistencia de bacterias
patégenas a los antibidticos comerciales, ha generado un gran interés en la
busqueda de nuevas fuentes de antibiéticos para seguir combatiendo
enfermedades (Wiener, 1996). Las diferencias entre el medio terrestre y marino -
convierten a este Udltimo en una fuente importante de nuevos productos
naturales, ya que podrian generar en los organismos rutas biosintéticas
dedicadas a producir compuestos com'pletament.e distintos.a los encontrados en
el medio terrestre (Jensen y Fenical, 1994). '

Los primeros indicios de antibiosis en las bacterias marinas fueron
mostrados por Rosenfeld y Zobell (1947) y Grein y Meyers (1958), quienes
demostraron que las bacterias marinas producen agentes antimicrobianos. En la
actualidad, se sabe que los mjcroorganismos marinos, efectivamente, generan
productos naturales que no se presentan en sus contrapartes terrestres (Fenical
y Jensen, 1993), muchos de ellos con actividades antibidticas, anticancerigenas
y/o anti-inflamatorias (Bernan, 2001).

Existen varias teorfas acerca del significado de la produccion de
compuestos antibacterianos por microorganismos. Las primeras proponian que
dicha produccion se daba simplemente como resultado de desechos en las rutas

metabolicas secundarias y que éstos no presentaban ninguna funcion especifica

dentro de la vida del organismo (Williams y Vickers, 19886).




Sin embargo, trabajos como los de Demain (1980) y Weiner (1996),
apoyan fuertemente la teoria de que los microorganismos generan estos
compuestos como armas quimicas que son utilizadas como estrategia de
defensa dentro de su ambiente.

Son pocos los trabajos que discuten la competencia quimica entre
miqroorganismos marinos. Lemos et al. (1991} mostraron el dominio de cepas de
bacterias marinas productoras de antibitticos (Alteromonas sp.) sobre otras no -
productoras. Slattery et al. (2001) apoyan la teoria de que la competencia entre
microorganismos marinos es la fuerza selectiva que promueve la biosintesis de
compuestos antimicrobianos, ya que el 22.6% de las cepas bacterianas

\
utilizadas en su ensayo indujeron la produccion de histamicina en Streptomyces
tenfimariensis al ponerlas a competir directamente. Long vy Azam (2001)
encohtraro.n actividad antagonica en algunas cepas aisladas de la zona pelagica
del océano, y concluyen que este tipo dé interacciones entre bacterias puede
contribuir a la variacién en la estructura de iaé comunidades microbianas
marinas.

Asimismo, son pocos los estudios realizados acerca de la distribucion y
contribucién ecoldgica de los actinomicetos dentro de su habitat. Algunos de
ellos fueron hechos por Weyland entre los afios sesentas y ochentas (Weyland,
1981). En éllos se muestra que el nimero de actinomicetos encontrados en
localidades marinas era mucho menor que el de los encontrados en los habitats
terrestres y que la proporcion entre los actinomicetos y las bacterias de otros

grupos aumentaba en muestras de profundidades mayores (Goodfellow y




Haynes, 1984). Jensen ef al (1991) muestran ia relacion de los grupos
taxonémicos de los actinomicetos aislados en sedimentos marinos con la
distribucion que tienen en zonas cercanas a la costa. También muestran los
requerimientos de agua de mar para el crecimiento de las cepas aisladas.

La informacion acerca de las interacciones ecolégicas y quimicas entre
iosl actinomicetos y otros microorganismos, ya sean de su mismo grupo o
habitat, simplifica enormemente la blsqueda de nuevos compuestos con
actividades bioldgicas. El presente estudio analiza algunos puntos de la ecologia
gquimica de estos microorganismos como son: el crecimiento en condiciones
- salinas y los procesos de inhibicién y estimulacion de crecimiento gue se dan por

'

las interacciones entre ellos mismos. También se identifican cepa bacterianas
que pueden ser de importancia para investigaciones futuras dentro del area dela

farmacologia marina.

(8]




JUSTIFICACION

Debido a que los actinomicetos pertenecientes al ambiente marino son, a
la fecha, el nuevo grupo de microorganismos mas prolifico en cuanto a la
produccion de antibisticos (Fenical y Jensen, 1993), es importante obtener la
mayor informacion posible referente a las relaciones ecolégicas que se llevan a
cabo entre miembros de este grupo.

El conocer y evaluar las razones por las cuales algunos de los
actinomicetos producen antibitticos, asi como las condiciones que los llevan a
hacerlo, conlleva a un avance significativo dentro del area del descubrimiento de
nuevos productos naturales marinos. Una manera de simplificar la busqueda de

\
compuestos importantes con nuevas estructuras y propiedades es el estudiar las
relaciones intra e interespecificas que se dan entre los actinomicetos.

En {rabajos anteriores realizados por Lemos et al. (1991) y Slattery et al.
(2001) se presentan solamente interacciones entre actinomicetos conocidos
como productores de antibioticos (streptomicetos)' y bacterias sensibles a los
mismos (Bacillus subtilis). El trabajo presentado por Long y Azam (2001) es uno
de los mas recientes en discutir el significado ecolégico de estas interacciones.
Sin embargo, también utiliza a patdgenos humanos como microorganismos de

prueba.




El presente frabajo analiza las interacciones antimicrobianas entre
actinomicetos de sedimentos marinos que habitan en un mismo nicho ecolégico.
Se estudian diversos aspectos relacionados con la ecologia de una comunidad
de actinomicetos presente en una zona oceanica determinada. De esta manera,
se genera un estudio base de la ecologia quimica de estos organismos, que
sirye como punto de partida hacia futuras investigaciones en areas como ia
ecologia, quimica y farmacologia marina.

Si se considera que los actinomicetos tienen cierta habilidad para producir
antibidticos y que algunas veces esta produccién se da como resultado de la
comunicacion entre bactérias (Rice ef al., 1999), es factible sugerir que los

.
actinomicetos de sedimentos marinos utilizan metabolitos secundarios como
estrategia de inhibicién de crecimiento para competir con microorganismos:
pertenecientes a su mismo grupo y habitat. En este trabajo se realizaron
ensayos bioldgicos capaces de demostrar la inhibicion del crecimiento de
algunos actinomicetos al invadir el nicho de cepas del mismo grupo establecidas

previamente.




INTRODUCCION

La ecologia quimica estudia el papel de los compuestos naturales en las
interacciones de microorganismos, plantas y animales y para elio utiliza como
herramientas a la quimica y a la biclogia (Paul, 1992). Muchos de los
compuestos hasta ahora encontrados en la naturaleza, ademas de presentar
una actividad biologica interesante, juegan un papel importante en las complejas
interacciones ecolégicas 'y de comportamiento que hay entre los organismos
(Paul, 1992). Por su parte, la ecologia quimica marina aporta contribuciones
importantes al conocimiento del papel ecoldgico de los metabolitos secundarios
marinos (Jensen y Fenical, 1994).

\

A diferencia de lo publicado para los organismos terrestres, no existe
‘mucha informacidén acerca de ia funcion de los metabolitos secundarios o
productos naturales en el ambiente marino. En afios recientes se ha iniciado una
evaluacion experimental del papel de estos productos naturales en la vida de los
organismos que los producen. Estos estudios hanrgenerado un avance'dentro

del area de la ecologia de los organismos marinos y del conocimiento de Ia

complejidad de sus comunidades (Paul, 1992).

El interés que se ha generado por estos compuestos en los Gltimos 20
afos, se debe principalmente a la amplia gama de propiedades bioldgicas y
farmacologicas que presentan (Faulkner, 1993). Muchos de estos compuestos
se han obtenido de organismos sésiles o de cuerpo suave: esponjas, tunicados,

corales suaves, gorgonios y briozoarios (Faulkner, 1993).




Sin embargo, existe una fuente de nuevos compuestos quimicos gue ha
sido poco explotada y que podria considerarse como inagotable. Los
microorganismos marinos son un grupo complejo y muy diverso de formas de
vida repartidas por todo el océano, incluyendo ambientes extremos como
lugares de temperatura, salinidad y presion altas. Por esta razén, estos
microorganismos marinos han desarrollado capacidades metabélicas vy
fisiologicas Unicas que, no solo aseguran su supervivencia en habitats extremos,
también muestran un potencial en.la produccion de nuevos metabolitos
imposibles de encontrar en los microorganismos terrestres (Fenical y Jensen,
1994). La diversidad de estos compuestos es sorprendente, sin embargo, es

i
dificil conocer el verdadero potencial biosintético de las bacterias marinas sin
antes conocer su biologia y su ecologia (Jensen y Fenical, 1-994).

La ecologia quimica es la herramienta mas (il con la que cuentan los
microbidlogos para describir las interacciones que se dan entre las bacterias
marinas. y para descifrar la complejidad de sus-comunidades. Esta ciencia
permite conocer mas acerca de los sistemas bioldgicos y metabdlicos que
rodean a los microorganismos, a través de los cuales se genera la diversidad de
compuestos.

La comunicacion entre bacterias es un tema que ha sido muy discutido y
documentado en los Ultimos afos. Los estudios recientes realizados en esta
area muestran que las bacterias se comunican entre si utilizando diversas
moléculas quimicas gue les sirven como palabras (Schauder y Bassler, 2001).

Los organismos detectan y responden a {a acumulacién de dichas moléculas,




llamadas autoinductores. La deteccion de los autoinductores permite a las
bacterias distinguir las diferentes densidades celulares y de esta manera,
controlar la expresion de sus genes en respuesta a los cambios que se den en
los nimeros celulares. Este proceso, llamado “"quorum sensing”, permite el
control coordinado de la expresion de los genes de toda una comunidad
bacteriana (Schauder y Bassler, 2001). Muchos de los comportamientos
observados en las bacterias, incluyendo la simbiosis, la virulencia, la produccion
de antibidticos y la formacidn de biocapas, estan regulados por este proceso
{Schauder y Bassler, 2001).

Uno. de los comportamientos bacterianos con mayor relevancia para los

)

clentificos que se dedican a la busqueda de nuevos productos naturales es el de
la antibiosis.

La produccién de compuestos antimicrobianos por bacterias ha sido un
tema ampliamente estudiado en los Ultimos 60 afios. La reciente alza en la
resistencia hacia los antibidticos comunes que se buede observar hoy en dia en
las bacterias patogenas, ha logrado que éstos se vuelvan obsoletos (Wiener,
19986).

El papel de los compuestos antimicrobianos en los ecosistemas naturales
es uno de los temas mas controversiales en el campo de la ecologia microbiana.
Autores como Fredrickson y Stephanopoulos (1982) y Williams y Vickers (1986),
defienden la postura de que estos compuestos son solamente productos de
desechos de los microorganismos, mientras que otros proponen que su

produccion es parte de un comportamiento con un fin especifico ( Lemos




et al, 1991). Trabajos como el de Rothrock y Gottlieb (1984), muestran las
funciones . especificas de los compuestos antimicrobianos en ambientes
determinados. En este trabajo, se evidencia la inhibicién de un hongo patégeno
(Rhizoctonia solaniy al inocularse junto con una bacteria del sedimento
(Streptomyces hygroscopicus var geldanus). Demain (1995) discute el tema de
la produccion de antibiéticos en sedimentos no estériles y sin adicion de
nutrientes y asegura que la amplia produccién de agentes antimicrobianos, asi
como el mantenimiento de diversas rutas biosintéticas multigénicas en la
natur&i!eza, indican que los antibidticos tienen funciones dirigidas hacia la
supervivencia del organismo que los produce. Foster (1983) ?ncuentra una
prueba mas de la producéién de antibidticos en habitats naturales al demostrar
la presencia de plasmidos resistentes a antibidticos en la mayoria de las
bacterias d.e sedimentos. Williams et al. (1989) defienden la postura de que los
antibidticos actian via receptores especificos (ADN, enzimas sintetizadoras de
la pared celular, etc.) en los organismos inhibidos. 7

Un ejemplo de este tipo de antibidticos es el Agrocin 84 producido por la
bacteria Agrobacterium rhizogenes. Este antibittico .ataca - cepas  de
- agrobacterias patégenas de ciertas plantas (Kerr y Tate, 1984). Wiener (1996)
demostrd que la produccion de antibidticos por Strepfomyces griseus le daba

una gran ventaja al prevenir la invasion por Baciflus subtifis.




Existen factores complejos e innumerables que determinan la distribucion
de las bacterias marinas en el océano. Podriamos considerar al mismo medio
acuoso como el principal de ellos ya que las corrientes que en él se presentan,
son una forma muy efectiva de dispersar a las bacterias.

La diversidad de las especies bacterianas cambia en la escala
milimétrica y aumenta al aumentar también la concentracion de materia
organica particulada en el agua de mar (Long y Azam, 2001). Esta materia
organica se concentra en distintos ambientes especificos dentro del medio
marino, uno de ellos es el de los sedimentos. Los sedimentos marinos contienen
debris organico que se forma por la descomposicion de macro y

.
microorganismos, y presentan también agregados ricos en carbohidratos
producidos por los organismos filtradores, como los bivalvos (Fenical y Jensen,
1993 en Bernan, 2001). Estos invertebrados del bentos producen depdsitos de
heces y pseudoheces que cubren fragmentos de minerales que forman
agregados organicos adicionalés que a su vez son' colonizados por millones de
bacterias (Bernan, 2001). Esta gran cantidad de materia organica convierte a los
sedimentos marinos en un ambiente rico en nutrientes y compuestos organicos
y, por lo tanto, en un ambiente ideal para encontrar una gran diversidad de
especies bacterianas. Entre ellas encontramos al grupo de los actinomicetos,

quienes forman una parte integral de cualquier comunidad microbiana

balanceada (Goodfellow y Haynes, 1984).

10




El orden de los Actinomicetales es también uno de Ios principales grupos
“ taxonomicos productores de antibidticos. La mayoria de los antibitticos de
origen microbiano ha sido obtenida de las bacterias terrestres pertenecientes a
este orden (Fenical y Jensen, 1993). Este orden se separa en nueve familias
distintas 3 de las cuales se encuentran en el océano: Streptomicetaceae,
Nocariodaceae y Micromonosporaseae (Ensign, 1992). De igual manera, en
otros estudios se muestra que los actinomicetos aistados de los sedimentos
marinos son una de las fuentes mas prolificas de metabolitos secundar_lios

bioactivos (Weyland y Heimke, 1988 en Bernan, 2001).
Los -actinomicetos son un grupo de bacterias Gram positivas con.un alto

\

contenido de guanina y citosina en su ADN (CG = 55 mol%) (Ensign, 1992). No
tienen membrana nuclear, en su mayoria son sensibles a las lisozimas 'y a los
antibiéticoé comunes, sus flagelos y paredes celulares son muy semejantes a los
presentes en otras bacterias (Gottlieb, 1973). Su reprbducc:ién por lo general es
asexual, aunque algunos andlisis genéticos dan-evidenoias de reproduccién
sexual. Los actinomicetos son normalmente aerdbicos a excepcion de los
Actinomicetaceae los cuales tienen géneros anaerdbicos y microaerdbicos
(Gottlieb, 1973). Son un grupo muy exitoso y ampliamente distribuido ya que
tienen un gran numero de propiedades que les favorecen en la competencia con
otros organismos saprofiticos, lo cual les asegura la supervivencia bajo
condiciones ambientales poco favorables (Goodfellow y Haynes, 1984).

Habitan por lo general la zona aerdbica de los sedimentos, donde viven como

organismos saprofiticos de una gran variedad de sustancias organicas y se ha

11



reportado que existen mas de un milién de células por gramo de sedimento
(Ensign, 1992). En el aspecto nutricional son versatiles (i.e. se alimentan de todo
tipo de materia orgénica) , producen diferentes tipos de esporas que les sirven
como agentes de dispersion y supervivencia y la mayoria forma un micelio radial
el cual les facilita la colonizacion de sustratos lejanos al centro del crecimiento
(Goodfellow y Haynes, 1984).

Por lo general, los actinomicetos forman solamente una pequefa fraccion
de la comunidad bacteriana de los sedimentos marinos y su aislamiento requiére
de pretratamientos y medios selectivos para evitar el crecimiento de otras
bacterias presentes en los sedimentos. Por otro lado, se han encontrado

,
poblaciones de hasta 10° cel/mL en sedimentos contaminados organicamente
cercanos a la costa (Goodfellow y Haynes, 1984).

Los actinomicetos contribuyen a la degradacion y reciclaje de los
compuestos organicos mas recalcitrantes de la naturaleza, sin embargo, se sabe
muy poco acerca de su distribucion, crecimiento,-actividades, supervivencia y
- diseminacion en ambientes naturales (Goodfeliow y Haynes, 1984). Tienen 3
papeles muy importantes en los sedimentos. El primero es el de |Ia
- descomposicion de material organico (Gottlieb, 1973). El segundo es el efecto
que tienen en la estructura de los sedimentos al unir sus hifas con las particulas
arcillosas y dar una consistencia granular muy Gtil para las cosechas agricolas.
Estos organismos son los responsables del olor a tierra de los sedimentos

(Gottlieb, 1973). Por ditimo, los actinomicetos tienen la habilidad de producir

antibidticos que afectan el desarrolio de otros microbios (Gottlieb, 1973).
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OBJETIVO GENERAL

Determinar la existencia de efectos de inhibicion del crecimiento en bacterias de
sedimentos marinos del orden Actinomicetales como resultado de las
interacciones ecolbgicas entre ellas.

Objetivos Particulares:

» Realizar un senso aproximado de la poblacién de actinomicetos de

~ sedimentos marinos presentes en una zona delimitada y determinar el
requerimiento de agua de mar para su crecimiento.

* Realizar bioensayos para demostrar Ia inhibicion del crecimiento de las
cepas bacterianas que invaden el nicho de una cepa de actinomicetos
establecida.

* ldentificar las cepas que inhiban al mayor nimero de bacterias en los
bioensayos para que puedan ser utilizarlas en estudios futuros y asi
facilitar la busqueda de nuevos productos naturales marinos con
propiedades farmacologicas.

METODOLOGIA

AREA DE ESTUDIO

Las muestras fueron colectadas en la costa dé La Jolla, California, EUA
los dias 6 de Septiembre y 9 de Noviembre del 2001, dentro de un cuadrante
delimitado por las siguientes coordenadas (Figura 1):

1. 117°16.00 W 32°52.875'N
2. 117°16.375°' W 32°52.833'N
3. 117°16.45' W 32°53.125' N

117°16.083' W 32°53.133'N

he
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Figura 1. Area de estudio, localizada en la parte norte de la costa de La Jolla, C.A. E.UA.




Se escogio este cuadrante ya que las diferencias de profundidad en él

son muy pequefias, de esta manera se evitan variaciones en las especies y

cantidad de actinomicetos por diferencias de profundidad. Se realizaron 41

muestreos a diferentes profundidades de entre 30 y 53 metros (Anexo |}.

Las muestras se tomaron utilizando una draga fabricada por la compafiia
Khaisico de El Cajon, CA con adaptaciones hechas por técnicos del Instituto
Oceanografico Scripps para muestreos desde embarcaciones pequenas.

Para medir las profundidades se utilizé un sensor modelo “Fishin’ Buddy 1l
Side Finder” fabricado por la compariia Bottom Line.

Todo el material utilizado para tomar las muestras fue limpiado con etanol
100%. Después de sacar la draga, la muestra se tomo utilizando una espatula
de metal y procurando que el sedimento fuera de la capa mas cercana a la
superficie (en los primeros 2 centimetros). Cada muestra fue transferida a tubos
de centrifuga estériles de 20 mL, etiquetados previémente_ y transportadas al
laboratorio inmediatamente. |

Una vez en el laboratorio las muestras fueron tratadas de tres maneras
distintas.

1. ESTAMPADO: Se tomé6 una sub-muestra de aproximadamente 5 g de
sedimento la cual fue transferida a una caja Petri estéril. Todas las
muestras se dejaron secar bajo una campana de extraccién durante 24
hrs. Se prepararon cajas Petri con diferentes medios de cultivo los cuales
se detallan posteriormente en esta seccion. Una vez secas las muestras,

se estampo el sedimento utilizando esponjas pequefias, previamente
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esterilizadas. La técnica de estampado se realiza tomando sedimento
seco con la esponja y presionandola en 9 6 10 zonas del agar siguiendo
una trayectoria circular y sin tomar mas muestra para crear un efecto de

dilucién del sedimento sobre el medio.

. DILUCION: En viales con 4 mL de agua de mar estéril se adiciond la
cantidad de sedimento himedo suficiente para desplazar el agua lo
equivalente a 1 mL, y obtener una dilucién de 1 mL de sedimento en 5 mL
de agua de mar. De esta dilucién, se tomaron 0.45 mL y se pasaron al -
siguiente vial el cual contenia 4.5 mL de agua de mar. Después de agitar
el vial, de éste se tomaron 0.45 mL y se pusieron en el siguiente vial que
contenia otros 4.5 mbL de agua de mar, generando sucesivamente
difuéiones de 1:5, 1.50 y 1:500, respectivamente. De las diluciones 1:50 y
1:500 se tomaron alicuotas de 45 ul de cada vial para inocular las cajas
Petri con cada uno de los cuatro medios de c.ultivo.‘ Este método se utilizé

solamente para las muestras de las estaciones 17 a la 41.

. ESTRES POR CALOR (Heat shock): Este tratamiento se aplicé en fa
dilucion (1:5) que se realizd para todas las muestras. Los viales se
colocaron en una gradiila de plastico y se mantuvieron a 55° C durante 6

min. Se utilizaron 45 pl para inocular cajas Petri con cada uno de los

medios.
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Las técnicas de estampado y tratamiento por calor se realizaron ya que
cada una de ellas permite el crecimiento de diferentes tipos de actinomicetos

{(Jensen, comunicacion personal, 2002):

Para el aislamiento de los actinomicetos se utilizaron ios siguientes medios:
Al
10 g almidén
4 g extracto de levadura
2 g bactopeptona
16-18 g agar bacteriologico

1000 mL de agua de mar

SWA
16-18 g agar bacteriolégico

1000 mL de agua de mar

A cada medio se le agregé 1 mL de ciclohexamida (antifungal){100 pg/mL]
ademas, se prepararon cajas Petri con ciclohexamida [100 pg/mbL] y 1mL de
rifampacina (antibidtico) [5 ug/mL] (concentraciones finales).

La rifampacina se utilizé con el fin de evitar e crecimiento de las bacterias
Gram negativas y pbsitivas que abundan en los sedimentos y que tienen tasas
de crecimiento mayores a las de los actinomicetos. También se agregd para

evitar el crecimiento de los actinomicetos mas comunes (Streptomicetos) y
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permitir el crecimiento de otros organismos menos estudiados. La ciclohexamida
se utilizd como antifingico para evitar la contaminacién de los medios con
hongos presentes en las muestras. Se prepararon también medios con soio
ciclohexamida para comparar si el numero de actinomicetos perdidos por la
adicion de rifampacina era considerable. De esta manera se conté con 4 medios
distintos:

A1 + ciclohexamida (A1+C)

A1 + ciclohexamida + rifampacina (A1+C/R)

SWA + ciclohexamida (SWA+C)

SWA + ciclohexamida + rifampacina (SWA+C/R)

Todas las cajas fueron incubadas a 24° C hasta que fue posible ver a
simple visté las colonias formadas (entre 1y 2 semanas). Una vez diferenciadas
de las otras bacterias, la mayoria de los actinomicetos presentes en cada caja
(>80%), fueron reinoculados en cajas con medid Al+ciclohexamida para su
purificacion.

Para obtener las cepas puras se utilizé la técnica de estriado en placa.
. Todas las cepas aisladas se pusieron dentro de la coleccion de microorganismos
del laboratorio Kapian del Instituto Oceanografico Scripps, La Jolla, CA, donde
se utiliza como clave de identificacién ia leyenda CN (ndmero en la coleccion) +
letra del alfabeto (A-Z) (a cada letra le corresponden 999 organismos diferentes)
+ namero del organismo. Las cepas se mantuvieron congeladas por criogénesis.

La técnica consiste en poner a los organismos a crecer en 10 mL de un medio
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liquido que favorezca su crecimiento (en este caso A1) y después afiadir 2 mL
de glicerol 50% (concentracion final de 10%) para su preservacién a un
temperatura de -80° F.

PRUEBAS DE CRECIMIENTO EN AGUA DE MAR Y AGUA DESIONIZADA

Se tomod una colonia de cada cepa pura aislada y se sembro
esparciendola con un asa estéril, en dos cajas Petri de 5 cm de diametro con
medio At. En una de las cajas el medio fue preparado utilizando agua de mary
en la otra utilizando agua desionizada. Después de 2 a 3 semanas de
incubacion se compararon las diferencias en el crecimiento aparente de las
cepas en ambaé cajas, basandose en la densidad de colonias observable en las

\
cajas.

IDENTIFICACION GRAM

Las pruebas de identificacion Gram se hicieron utilizando la técnica de KOH

sin tincion de Ryu (Powers, 1995).

BIOENSAYQOS

Se aislaron también 13 bacterias Gram positivas y Gram negativas, tomadas
al azar de diferentes muestras, las cuales fueron sembradas en cajas Petriy se
observo su sensibilidad a antibiéticos utilizando sensidiscos de gentomicina (10
Mg/mL marca Difco) como control positivo. Se utilizaron 45 ul de un cultivo
liquido de cada bacteria con aproximadamente 10° cel/mL para inocular cada

caja. De las 13 bacterias se seleccionaron solamente aquellas que fueron
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inhibidas por el antibidtico y que presentaron un crecimiento uniforme sobre el
agar (2 cepas Gram positivas).

Las cepas puras de actinomicetos se reinocularon en cajas Petri cuadradas
con 30 mL de medio A1 de la siguiente manera:

Se tomd una muestra pequefia de cada cepa utilizando un palillo de madera
estéril y se pico sobre el agar para sembrarla. Se sembraron 12 cepas (con una
réplica) por caja y entre 5 y 6 réplicas de cada caja. Las cajas fueron selladas
con parafiim e incubadas a 24° C entre 1 y 2 semanas hasta que las colonias ‘de
microorganismos podian observarse a simple vista.

Después de probar varias técnicas de sembrado e inoc‘ulacién de los
organismos sobre el agar inoculado, se opté por preparar cajas Petri cuadradas
con una capa de agar mas delgada (10-15 mL agar/caja) que mas adelante se
utilizé como tapa para cubrir las cepas de actinomicetos sembradas en las otras
cajas. Esta segunda capa de agar sirvi® como base para sembrar diferentes
cepas. |

Las cepas seieccionadas para los bioensayos fueron enjuagadas con 4
mL de agua de mar estéril y colectadas en tubos de centrifuga estériles de 10
mL. Se agregé 1 mL de glicerol 50% a cada uno de los tubos para preservarifas
criogénicamente.

Para inocular las 2 cepas de bacterias Gram positivas seleccionadas sobre la

capa de agar se utilizaron alicuotas de 45 pl de cada cultivo liquido que no
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tuviera mas de 24 hrs, es decir, con aproximadamente 10° cel/mL (Tracy Mincer,
comunicacion personal, 2002).

Para inocular las esporas de los actinomicetos seleccionados sobre Ia
capa de agar, se utilizé un aplicador con punta de algodén estéril el cual se
sumergié en el tubo con agua de mar y esporas y luego se esparcio sobre el
agar. Esta técnica utilizé alrededor de 0.5 mL de agua de mar cada vez que se
sumergia el aplicador.

Las cajas inoculadas se sellaron con parafilm y fueron incubadas a 24°‘C.
Las cajas inoculadas con las bacterias Gram positivas se revisaron a las 24,48y
72 horas para observar su crecimiento. Las cajas sembradas con esporas de

1
actinomicetos se revisaron a los 3, 5, 7 y 12 dias. Se midieron los halos de
inhibicion en las cajas en las que se observaba algun efecto positivo. Todas las

mediciones se hicieron a los 5 ¢ 6 dias de incubacion.

RESULTADOS

En total se aislaron 370 cepas de actinomicetos de las 41 estaciones
muestreadas. En la Figura 2 se presenta la distribucion (frecuencia de
ocurrencia) que tuvieron dentro del cuadrante determinado. En elia se observa
que la estacion nimero 5 (32° 53.107' N; 117° 16.386" W) presento el mayor
nimero de organismos, con un total de 42. Le siguen la estacién niimero 9 con
un total de 24 organismos y las estaciones 3 y 4 ambas con 22. La Unica
estacion en la cual no se presentd ningin organismo fue la 31. En todas las

demas estaciones se aislé al menos un actinomiceto por muestra. El intervalo

' Tracy Mincer, estudiante de doctorado del Instituo Oceanografico de Scripps
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de profundidad, dentro del cuadrante muestreado, en el cual se encontro el
mayor niimero de actinomicetos fue entre los 46 y 51 metros. -

Los 370 actinomicetos aislados se separaron en 7 grupos considerando su
morfologia y color:

1. Cepas anaranjadas

2. Cepas con esporas blancas y base oscura

3. Cepas con esporas blancas y base clara

4. Cepas con esporas grises

5. Cepas beige rugosas

6. Cepas beige redondas

7. Cepas raras (morfologia y colores llamativos)

Del total de cepas aisladas se hizo una submuestra que representara
alrededor del 25% de los microorganismos encontrados. Para esto, se
seleccionaron 104 organismos (28%) con represen-tantes de cada grupo: 23 del
primero grupo, 4 del segundo grupo, 27 del tercer grupo, 6 del cuarto grupo, 17
del quinto grupo, 12 del sexto grupo y 15 del séptimo grupo (Tabla I). La
seleccion de cepas de cada grupo se hizo dependiendo de la peculiaridad de los
actinomicetos en cada uno de los grupos, es decir, se seleccionaron las cepas -
que morfologicamente se repetian menos en cada grupo.

Las dos cepas Gram positivas que se séleccionaron para ser utilizadas en

los bioensayos fueron aisladas de la estacién niimero 5. Para estos bioensayos
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también se seleccionaron 16 cepas con esporas que mostraron algn tipo de

inhibicion en bioensayos preeliminares (Tabla [).

Actinomicetos

-

Estacion

actinomicetos aisladas por estacién.




Tabla [. Division por gupoes de las cepas de actinomicetos utilizadas en los
bioensayos. En negritas se indican aquellas con esporas utilizadas.en los

bioensayos.
Grupo 1 Grupo 2 § Grupo3 | Grupo4 | Grupo5 Grupo 6 Grupo 7
Anaranjadas | Esporas | Esporas | Esporas Beige Beige . Raras
blancas | blancas grises rugosas redondas
y base y base
oscura clara
CNQO50 CNQ156 | CNQO41 | CNQ147 | CNQ140 CNQO39 CNQO032
CNQ148 CNQ243 | CNQO43 | CNQ178 | CNQ142 CNQO47 CNQO044
CNQ308 CNQ481 |  CNQO45 | CNQ453 | CNQ177 CNQ164 CNQ159
" CNQ310 CNQ489 | CNQO46 | CNQ511 | CNQ183 CNQ175 CNQ181
CNQ313 CNQO52 | CNQ621 | CNQ236 CNQ235 CNQ266
CNQ332 CNQ146 CNQ237 CNQ246 CNQ267
CNQ335 CNQ151 CNQ259 {- CNQ252 CNQ306
CNQ402 CNQ153 CNQ2862 CNQ304 CNQ374
CNQ419 CNQ166 CNQ314 CNQ451 CNQ384
CNQ420 CNQ174 CNQ328 CNQ458 CNQ509
CNQ421 CNQ239 LNQ390 CNQ463 CNQ513
CNQ424 CNQ242 CNQ441 CNQ651 CNQ521
CNQ469 CNQ250 CNQ500 | CNQ525
CNQ472 ' CNQ253 CNQB23 CNQB55
CNQ479 CNQ261 CNQB53 CNQ668
CNQ501 CNQ299 CNQBG4
CNQ516 CNQ325 CNQ875
CNQ634 CNQ327
CNQB39 CNQ370
CNQB41 CNQ372
CNQ644 _ CNQ376
CNQB57 CNG386
CNQB63 CNQ392
CNQ397
CNQ410
CNQ4860
CNQ490
CNQB17

Para calcular el numero aproximado de actinomicetos presentes por
muestra, se utilizé el método de dilucion y conteo de unidades formadoras de
colonias (UFC). Los porcentajes relativos de actinomicetos con respecto al
numero total de bacterias que se encontraron én las estaciones fueron: 23%

para la estacion 21, 25% para la estacion 23, 11% para la estacion 24, 17% para
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la estacion 25, 9% para la estacion 34, 4% para la estacion 35, 4% para la
estacion 40 y 4% para la estacion 41 (Tabla II).

Como se puede ébsewar,_ algunas de las erstaciones. no presentaron
actinomicetos al utilizar esta técnica. Esto se debe a que en la técnica de
dilucion no se le da un pretratamiento a la muestra, lo cual permite el crecimiento
de las bacterias Gram negativas quienes impiden el crecimiento de Ios
actinomicetos. Para evitar estas subestimaciones, en este tipo de.estudios es
mejor utilizar las técnicas moleculares de secuenciacion de genes ribosomailes
que se utilizan para analisis filogenéticos (Weisburg ef af., 1991 en Long y Azam,
2001). \

En la Figura 3 se muestra la cantidad de actinomicetos aislados con los
diferentes medios de cultivo utilizados. En ella se puede observar que con el
medio A1 + R/C se aislé el mayor niimero de actinoﬁicetos (132), mientras que

con el medio A1 +C solamente se aislaron 19 actinomicetos. Con los medios

SWA + Cy SWA + R/C se aislaron 115 y 104 actinomicetos, respectivamente.
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Figura 3. Crecimiento de cepas de actinomicetos en diferentes medios de
cultivo. SWA = medio preparado con agua de mar y agar solamente . A1=
medio preparado con agua de mar y nutrientes. C = ciclohexamida R=
rifampacina
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Tabla il. Porcentaje relativo de actinomicetos por muestra.

Estacion UFC/mL | UFC de actinomicetos/mL ;| % Relativo
promedio

17 35833 -

18 29630 -

19 12963 -

20 213333 -

21 4722 1111 23

22 42777 -

- 23 13333 3333 25
24 100000 11111 11
25 6667 1111 17
26 1111 -

27 16666 -

28 4444 -

29. 22222 -

30 8889 - \

31 68333 -

32 66667 -

33 2222 -

34 12222 1111 9
35 27777 1111 4
36 11111 -

37 Contam - B
38 8333 -

39 19444 -

40 25926 1111 4
41 57777 2222 4
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Figura 4. Requerimiento de agua de mar en el crecimiento de las
cepas de actinomicetos aisladas. \

En ia Figura 4 se presenta una relacion del efecto del agua de mar en el
crecimiento de los actinomicetos aislados. Los organismos se dividieron en
cuatro grupos distintos segln el crecimiento aparente (basado en la densidad de
las colonias) observado en las cajas Petri:

1. Actinomicetos que aparéntementé crecen mejor en agua _desionizada

2. Actinomicetos que aparentemente crecen igual en agua de mar y agua
desionizada

3. Actinomicetos que aparentemente crecen mejor en agua de mar

4. Actinomicetos que séio crecen en agua de mar

Se encontraron 44 actinomicetos (12%) pertenecientes al primer grupo,
169 (45%) pertenecientes al segundo grupo, '1 06 (28%) pertenecientes al tercer

grupo y 51 (14%) pertenecientes al cuarto grupo.
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Para comprobar la inhibicion generada por interacciones ecoldgicas, de
las 104 cepas pertenecientes a la submuestra de actinomicetos aislados, se
tomaron 45 cepas (las que no presentaban esporas) que se usaron en los
bioensayos contra las 16 cepas que mostraron actividad en bioensayos
preliminares (Tabla I). De estas 720 pruebas solamente 35 resultados fueron
positivos (Tabla V). Son solamente 35 ya que se omitieron 3 cepas incluidas en
la tabla que se utilizaron en bioensayos posteriores (CNQ153, CNQ386 y
CNQ490). En los resultados Las 5 cepas que se probaron contra todos los
microorganismos de la lista fueron: CNQ156, CNQ259, CNQ325, ‘CNQ372 y
CNQ410.

Las cepas que presentaron mayor bioactividad, es decir, que inhibieron el
crecimiento del mayor nimero de cepas, fueron: la cepa CNQ181 obtenida de
una profundidad de 47 metros, la cual inhibi6 a 5 cepas distintas; la cepa
CNQ402 obtenida de una profundidad de 35 mefros y que inhibio a 4 cepas
distintas y las cepas CNQ335, CNQ521, CNQ655, CNQ668 y CNQ490 que
inhiben a 3 cepas distintas y fueron obtenidas de profundidades de 46, 43, 33,
42 y 40 metros, respectivamente (Tabla Ill). Las cepas que generaron los halos
de inhibicién mas grandes fueron: CNQ490 y CNQ521 con inhibiciones de hasta
14 mm; CNQ153 con inhibiciones de hasta 13 mm:; CNQ655 con inhibiciones de
hasta 12.2 mm; CNQ181 y CNQ387 con inhibiciones de 12 mm (Tabla IV).

Por otra parte, de las 16 cepas con esporas utilizadas, las 2 cepas que

fueron mas sensibles (i.e. que fueron inhibidas el mayor nimero de veces),




fueron las cepas CNQ325 y CNQ372 inhibidas por 6 cepas cada una. Las dos

cepas menos sensibles fueron CNQ178 y CNQ156 que fueron inhibidas

solamente dos veces (Tabla V).

Tabla Ill. Actinomicetos que mostraron actividad antimicrobiana en los

bioensayos.

Cepa activa Cepas inhibidas Estacién Profundidad (m) | Crecimiento
CNQO5Q CNQ325 15 37 | Igual en ambas
CNQ140 CNQ410 5 51| Soloenagua

de mar
CNQ153 CNQ372; CNQ259 6. 49 | lgual en ambas
CNQ159 CNQ372; CNQ259 5 51| Soloenagua.
de mar
CNQ181 2Gram+; CNQ250; 5 51 Solo en agua
CNQI325; CNQ386 de mar
CNQ183 CNQ259 5 51 | Mejor en agua
de mar
CNQ304 CNQ259 7 47 { Solo en agua
de mar
CNQ@310 CNQ372 4 51 Nd
CNQ335 CNQ386,; 2Gram+ 3 46 Nd
CNQ386 CNQ410 10 40 | Solo en agua
de mar
CNQ397 2Gram+
CNQ402 CNQ178; CNQ386; 11 35 | igual en ambas
2Gram+
CNQ472 CNQ386 2 40 | Mejor en agua
de mar
CNQ490 CNQ156; CNQazs; 10 40 | Soloen agua
CNQ372 de mar
CNQ50% CNQ410 36 44 1 Soloen agua
~ demar
CNQ521 CNQ250; CNQ325; 20 43 | Mejor en agua
CNQ372 de mar
CNQ525 CNQ325 40 152 | Solo en agua
de mar i
CNQ655 CNQ156; CNQ250; 17 33 | Mejorenagua
CNQ325 de mar ‘
CNQ664 CNQ250: CNQ325 17 33 | Soloen agua
de mar
CNQ6868 CNQ178; 2Gram+ 28 42 | Mejoren agua |
de mar :

Nd= No determinado.




Tabla IV. Inhibicion de crecimiento de cepas de actinomicetos con esporas
observada en los bioensayos. Mediciones hechas a los 5 6 6 dias de incubacion.

RADIO DEL
HALO DE
CEPA ACTIVA INHIBICION CEPA INHIBIDA

CNQO050 9 mm CNQ325
CNQ140 8 mm CNQ410
CNQ153 2mm CNQ372
CNQ153 13 mm CNQ259
CNQ159 5 mm CNQ372
CNQ159 7 mm CNQ259
CNQ181 7.5 mm Gram + (1)
CNQ181 6.7 mm Gram + (2)
CNQ181 8.5 mm CNQ250
CNQ181 5 mm CNQ325
CNQ181 12 mm CNQ386
CNQ183 8 mm CNQ259
CNQ304 5 mm CNQ259
CNQ310 3Imm CNQ372
CNQ335 4 mm Gram + (1)
CNQ335 9 mm Gram + (2) )
CNQ335 4 mm CNQ3g6
CNQ386 4.5 mm CNQ410
CNQ397 12 mm Gram + (1)
CNQ397 10 mm Gram + {2)
CNQ402 4 mm Gram + (2)
CNQ402 5 mm Gram + (1)
CNQ402 5 mm CNQ386
CNQ402 10 mm CNQ178
CNQ472 7mm CNQ388
CNQ480 8 mm - CNQ372
CNQ490 ' 12 mm CNQ156
CNQ490 14 mm CNQ325
CNQ509 8.5 mm CNQ410
CNQ521 7.5 mm CNQ372
CNQ521 14 mm CNQ325
CNQ521 - 14 mm CNQ250
CNQ525 3.7 mm CNQ325
CNQB55 9.3 mm CNQ325
CNQB55 12.2 mm CNQ250
CNQB55 7mm CNQ156
CNQ6B64 7 mm CNQ325
CNQB64 8 mm CNQ250
CNQ6&68 3.5 mm Gram + (1)
CNQ668 3.5 mm _ Gram + (2)
CNQB68 3 mm CNQ178
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Uno de los resuitados inesperados obtenidos durante este estudio fue la
estimulacion del crecimiento y de la esporulacién de algunas bacterias, asi como
la inhibicion de la esporulacion de algunas otras a causa de la presencia de los
actinomicetos establecidos en el agar inferior. En los 720 bioensayos realizados
se encontraron 7 cepas que mostraron un aumento en su esporulacion debido a
la presencia de otros organismos sembrados bajo éllas, 4 cepas que mostraron
una estimulacién en su crecimiento y 1 cepa que mostrd una inhibicién en su

esporulacion (Tabla V).




Tabla V. Cepas que estimulan el crecimiento y estimulan o detienen la
esporulacion.

Cepa activa Cepa afectada Estimula o
Detiene
CNQO50 CNQ375 Ee
CNQ151 CNQ250 Ee
CNQ151 CNQ372 Ee
CNQ156 CNQO43 De
CNQ181 CNQ372 Ee
CNQ181 CNQ156 Ee
CNQ236 Gram+ Ee
CNQ243 CNQ374 Ec
CNQ262 CNQ372 Ee
CNQ262 CNQ156 "~ Ee
CNQ266 CNQ374 Ee
CNQ308 CNQ373 Ee
CNQ314 CNQ372 Fe
CNQ384 CNQ372 Fe
CNQ419 CNQ372 . ' Ee
CNQ419 CNQ156 Ee '
CNQ419 CNQO039 Ec
CNQ421 CNQ372 Ee
CNQ421 CNQ156 Ee
CNQ460 CNQ286 Ec
CNQ472 CNQ372 Fe
CNQ472 CNQO39 =
CNQ479 CNQ372 Ee
CNQ481 CNQ372 Fe
CNQB17 CNQ043 ] De
CNQB21 : CNQ043 De
CNQB39 CNQ376 Ee
CNQB39 CNQ286 Ec
CNQB41 CNQ372 Ee
CNQ641 CNQ1586 Ee
CNQB57 , CNQ158 Ee
CNQBB3 CNQ372 Ee

. Ee= Estimula esporulacion
De= Detiene esporulacion
Ec= Estimula crecimiento




DISCUSION

- Distribucién y Crecimiento de los Actinomicetos Aislados

En la basqueda y descubrimiento de productos naturales marinos, es muy
- atil conocer la distribucién general de las bacterias y los factores que afectan
dicha distribucién (Jensen y Fenical, 1994). Los principales factores que
influyeron en la cantidad de actinomicetos aislados en cada muestra fueron: (1)
el nimero total de cepas de bacterias en cada muestra que pudo ser cultivado
en los medios seleccionados, ya que solo alrededor del 1% de |a poblacion total
de bacterias presentes en una muestra son cultivables (Austin, 1988). (2) Ei tipo
de bacterias Gram positivas y negativas que fueron resistentes al‘ antibidtico y al
fungicida utilizados en los medios, ya que si las bacterias Gram positivas y
negativas presentes en ila muestra son resistentes a la concentracion del
antibidtico utilizado, habrd un mayor nimero de este tipo de bacterias
desplazando a los actinomicetos e impidiendo su crecimiento. (3) Los
tratamientos por calor y estampado que se utifizaron. Los tratamientos se
utitizaron como técnicas selectivas para el aislamiento de actinomicetos, por lo
tanto, solamente se pudieron aislar aquelios que resistieron ambos tratamientos
-y ademas fueron cultivables.

La Figura 2 muestra que la distribucién de los actinomicetos no sigue
ningln patron determinado. El nimero de microorganismos aislados disminuyé
considerablemente en el segundo muestreo (estaciones 17-41), sin embargo,

ésto se debié mas a cuestiones metodolégicas en el aislamiento (crecimiento
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excesivo de bacterias Gram positivas que consumieron todo el agar), que por
algun patron que siguieran los organismos en el cuadrante.

El hecho de que en este trabajo también se aislaran organismos de las
muestras provenientes de profundidades de 150 y 300 metros es prueba de la
existencia de -actinomicetos puramente marinos, ya que es muy poco probable
que estos organismos hayan sido arrastrados desde la costa como lo propusiera
- Weyland (1981).

Al comparar la concentracién total de bacterias presentes en los
sedimentos marinos (107-10° bacterias/mL) (Austin, 1988), con Ia concentracién
de actinomicetos (10'-10° actinomicetos/mL) (Weyland, 1981), se ‘observa que la
diferencia es de hasta 7 érdenes de magnitud. Para evitar que los otros grupos
de bacterias colonizaran todo el medio antes de que los actinomicetos pudieran
~ desarrollarse, fue necesario utilizar métodos de aislamiento selectivos tales
como el tratamiento por calor y el uso de antibisticos (El-Nakeeb y Lechevalier,
1962; Kuster y Williams, 1964; Goodfellow y Wiiliaﬁns, 1986). Este problema de
diferencia en las tasas de crecimiento fue evidenciado en muestras como la
proveniente de la estacion 31 en la cual no se aislo ningln actinomiceto y en
otras como las estaciones 22, 24 y 32 en las que se aisld solamente un
actinomiceto (Figura 2). En ellas fue notable el nimero de bacterias Gram
positivas y negativas que lograron resistir el antibidtico. El desmesurado
crecimiento de dichas bacterias impidio el crecimiento de los actinomicetos ya

que estos Ultimos tienen tasas de crecimiento menores.




El promedio de organismos obtenidos fue de 3 actinomicetos por
aproximadamente 1 mL de sedimento himedo. A pesar de que éste es un
numero menor al obtenido por Weyland (1981, 16 y 760 actinomicetos por mL de
sedimento), la diferencia es de sdlo dos dérdenes de magnitud lo cual no es
significativamente distinto en microorganismos con tasas de crecimiento
exponenciales.

En la Tabla Il se muestra el ndmero de unidades formadoras de colonias
(UFC) para los actinomicetos de cada muestra. Estos datos concuerdan con los
presentados por Weyland (1981), quien encontré un porcentaje de entre 0.06% y
13.8% de actinomicetos en relacién al nimero tota! de bacterias presentes. Sin

|
embargo, el método de dilucién no se considerd Gtit para la enumeracién de
actinomicetos en las muestras, ya que de las 25 muestras utilizadas para este
estudio (segundo muestreo), solamente 8 presentaron actinomicetos. Esto
significaria.que no hubo actinomicetos presentes en las 13 muestras restantes,
lo cual no es cierto ya que con los métodos de estaﬁ)pado y tratamiento de calor
se encontraron actinomicetos presentes en casi todas las muestras. Hay que
considerar que el meétodo de dilucién es diferente a los utilizados para el
aislamiento de los actinomicetos ya que, para estos Gltimos, se hicieron
pretratamientos a la muestra, por lo tanto, no es correcto comparar ambos
resultados. Sin embargo, los resultados obtenidos con el método de dilucion
muestran que la presencia de los actinomicetos en las muestras se enmascara
debido al crecimiento de otros microorganismoos. Los actinomicetos no tienen

oportunidad de desarrollarse cuando estan en competencia contra bacterias que




tienen una tasa de crecimiento mayor a la suya, por lo tanto, el método de

dilucion no es recomendable.

Crecimiento en Diversos Medios de Cultivo

Los resultados demuestran que el medio mas Ut para aislar
actinomicetos en este estudio fue el A1 con rifampacina y ciclohexamida (A1+
R/C), ya que 132 de los 370 organismos aislados se obtuvieron con &l (Figura 3).
Sin embargo, los medios SWA con ciclohexamida y SWA con rifampacina y
ciclohexamida presentaron también un nimero considerablemente alto de
organismos (115 y 104, respectivamente). Evidentemente, el uso de la
- \
rifampacina no evitd el crecimiento de muchos actinomicetos. Lo que si fogro,
fue que se evitara el crecimiento de la mayoria de las bacterias Gram positivas y
negativas presentes en la muestra. Al comparar los actinomicetos que se
aislaron a partir de los diferentes medios (alto contenido de nutrientes y bajo
contenido de nutrientes; A1 vs SWA), fueroﬁ notables las diferencias
morfologicas entre éllos, es decir, con el medio sin nutrientes se logra un medio
mas selectivo, ya que la mayoria de los actinomicetos mas raros (sin esporas
blancas o grises y de colores llamativos o productores de pigmentos), se
aislaron de los medios SWA con rifampacina y ciclohexamida y SWA con
ciclohexamida. Este resultado muestra que el medio A1 + R/C es el mejor para
aislar los tipos mas comunes de actinomicetos, sobre todo los que tienen

esporas grises y blancas. Sin embargo, si se quieren obtener cepas “raras” de

colores llamativos (amarilio, anaranjado, morado, etc.) y con produccion de




pigmentos, es mejor utilizar el medio SWA con adicion de antibidticos. Es degir,
fas cepas morfolégicamente més raras estdn adaptadas a sobrevivir con una
menor cantidad de nutrientes.

Es importante hablar del crecimiento observado en cada medio. Por lo
general, los actinomicetos empezaron a ser colonias visibles después de una y
media o dos semanas de incubacion a 24° C. Las cepas con tasas de
crecimiento mas rapidas fueron también las mas comunes: cepas con esporas
grises y blancas y las cepas beige rugosas.

Las cepas que tardaron un poco méas en crecer fueron las de morfologia
mas particular: cepas amarillas, verdes, anaranjadas, moradas, rojas y otras,

|

probablemente por haber crecido en medios con pocos nutrientes.

Reguerimiento_de Agua_de Mar para el Crecimiento (bacterias marinas vs.

bacterias terresfres).

El aislar actinomicetos utilizando medios dercultivo preparados con agua
de mar no asegura que dichos organismos sean completamente marinos. El
hecho de que los actinomicetos producen esporas que pueden ser arrastradas
desde |a costa hace alin mas dificil la tarea de comprobar la naturaleza marina
de dichos organismos.

Los primeros estudios en microbiologia marina distinguen a las bacterias
marinas de las terrestres basandose en el requerimiento de agua de mar para su
crecimiento (Zobell, 1944). Los estudios mas recientes se enfocan en el papel

fisiologico del sodio. Para muchas bacterias marinas, el transporte de la mayoria




de los solutos hacia adentro de la célula depende del sodio (Berthelet y
Macleod, 1991). Oh ef al. (1991) han demostrado que este requerimiento en las
bacterias marinas se da debido a la presencia de un flujo de sodio dependiente
de la respiracion y sugieren que la presencia de este flujo, llevado a cabo por
transporte de electrones, puede ser considerado como un criterio en ia definicion
de.bacterias marinas.

l.a existencia de actinomicetos propiamente marinos adn es cuestionable,
sin embargo, se han dado algunos avances en esta area de estudio. Jensen. et
al. (1991) observaron que, el grado de requerimiento de sodio en el crecimiento
de los actinomicetos de origen marino varfa dependiendo del grupo taxonémico
que se estudia. A mayor distancia de la costa aumenta el nimero de
actinoplanetos (por lo general marinos).y disminuye el nimero de streptomicetos
(en su mayoria terrestres con adaptaciones al medio marino) (Jensen et al.,
1991)..

Los resultados muestran que la mayoria dé los actinomicetos aisiados
estan adaptados a condiciones salinas, ya que pueden crecer en medios de
cultivo con y sin agua de mar (45%), o crecen mejor en rﬁedio de cultivo con
- agua de mar (28%) (Figura 4). Solamente hay un 12% de actinomicetos que
crecen mejor en medio de cultivo con agua desionizada. Un 14% crece
solamente en medio de cultivo con agua de mar, lo cual indica la presencia de
actinomicetos propiamente marinos y los convierte en organismos interesantes
para estudios futuros (Figura 4). Es importante hacer este tipo de distinciones

fisiologicas para poder enfocarse al grupo de mayor interés para el investigador.




A pesar de que el sdlo requerimiento de sodio no garantiza el descubrimiento de
nuevos productos naturales, -esta caracteristica fisioldgica puede considerarse
como una base distintiva para comenzar la blisqueda de actinomicetos con rutas
biosintéticas Unicas y distintas a las de sus contrapartes terrestres ya que estos
organismos presentarian adaptaciones a diferentes factores de comunicacion y

defensa debido al ambiente en el que se encuentran.

Bioensayos de Inhibicion de Crecimiento

De acuerdo a Rice ef al (1999), las bacterias han desarrollado

adaptaciones que les ayudan a detectar.y a responder a caracteristicas y
]

situaciones que ocurren dentro de su ambiente. Algunos de los estimulos
clasicos que han sido ampliamente estudiados incluyen cambios en Ia
temperatura, disponibilidad de nutrientes, presion hidrostatica, oxigeno y pH. La
habilidad de responder o inferactuar con el ambiente local determina el éxito o
fracaso de un organismo. Entre estas respuestas .destaca la capacidad de los -
microorganismos para responder a la presencia de otros organismos. Es
esencial para un organismo el detectar los niveles de su propia poblacién, asi
como la de otros miembros de su comunidad para poder tomar las acciones
necesarias (Rice ef a/., 1999).

Para evaluar las acciones que toman los actinomicetos que habitan en
sedimentos marinos, al tener como presion ecoldgica la invasion de su nicho por
otro organismo, se realizaron pruebas de bioactividad en las cuales los

actinomicetos se vieran enfrentados a otros microorganismos. Las pruebas de
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bioactividad se realizaron con una submuestra de 104 actinomicetos (Tabla I).
La Tabla Hl muestra los resultados de estas pruebas.

No fue posible realizar analisis cuantitativos para poder observar el grado
de interacciones antibacterianas presentes en la zona de estudio. Sin embargo,
al extrapolar el nimero de actinomicetos activos en la submuestra tomada, es
degir, al multiplicar 20 X 3.55 que seria la proporcién entre 370 y 104 (370 / 104
= 3.55), se tiene que al menos 71 actinomicetos presentes en el cuadrante
presentan cierto tipo de actividad inhibitoria probablemente debida a la
produccién de compuestos antibacterianos. Esto indica que dentro de un
cuadrante de 0.2 km? al menos un 19% de los actinomicetos pr(\asentes (71 de
370) utilizan estrategias de interaccion quimica para ihhibir el crecimiento de sus
competidores. Si se quiere examinar el porcentaje de actividad que hubo
referente é las pruebas realizadas, sabemos que se usaron 45 organismos
conira las 16 cepas con esporas, es decir, se realizaron un total de 720 pruebas
en las cuales solamente 35 resultados fueron positiQos (Tabla V).

Una vez evaluados estos resultados, es posible decir gue, al menos hubo
un 5% de interacciones inhibitorias entre los actinomicetos del cuadrante
muestreado. Este porcentaje de inhibicion es similar al reportado por Nair y
Simidu (1987) quienes encontraron un 2.7% de actividad antibiética en algunas
bacterias aisladas de sedimentos marinos. Sin embargo, es mucho menor que el
53.5% encontrado por Long y Azam (2001) en bacterias de la columna de agua

unidas a particulas.

41




En este trabajo no fue posible comprobar si las inhibiciones detectadas
entre los microorganismos fueron debido a la produccidon de compuestos
antimicrobianos. Sin embargo, debido a las caracteristicas del bioe_nsayo
realizado, esta opcién es muy probable ya que los actinomicetos se sembraron
en medios de cultivo ricos en nutrientes y no habria necesidad de competencia
por ellos. A pesar de lo anterior, es necesario considerar las diversas razones
por las cuales se pudo dar esta inhibicion.

Los microorganismos necesitan de compuestos quimicos y de energia
disponible para crecer y reproducirse (Brock y Madigan, 1988). Estos
compuestos quimicos se necesitan para proveer elementos tales como el

L]

carbon, el oxigeno, el nitrobgeno, el azufre y el fosforo con los cuales se_forman
las moléculas biologicas. La energia disponible se utiliza para sintetizar estas
moléculas.y asi mantener la vida (Fredrickson y Stephanopoulos, 1981). Para
satisfacer estas necesidades basicas los microofganismos entran en una
inmensa red de interacciones en las cuales cada uho utiliza una forma diferente
de interaccién para obtener los compuestos que necesita, generando asi lo que
conocemos como la cadena alimenticia (Fredrickson y Stephanopoulos, 1981).
Estas necesidades e interacciones son las que dan lugar a la competencia entre
las bacterias.

Existen dos tipos de competencia (Fredrickson y Stephanopoulos, 1981):

» Competencia indirecta: Es cuando una de las poblaciones

bacterianas utiliza un recurso requerido por la otra impidiendo o

reduciendo el crecimiento de la segunda.
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 Competencia directa: Se da cuando una de las poblaciones
bacterianas libera sustancias quimicas que tienen un efecto téxico
0 de inhibicidn en la otra poblacién o poblaciones. Cuando las
sustancias con efectos tdxicas o inhibitorias son producidas por
ambas poblaciones, la relacién se conoce como antagonismo.'
Cuando solamente una poblacién es la gue produce la sustancia
toxica o inhibitoria la relacion se conoce como amensalismo.

La existencia del antagonismo y el amensalismo comprueba que el
crecimiento de una poblacién puede ser afectado por sustancias - quimicas
distintas a las utilizadas para el crecimiento. Por lo tanto, es necesario distinguir

:
entre las sustancias quimicas gue se utilizan como recursos (las utilizadas para
el crecimiento y reproduccion) y aquellas que no lo son.

Por falta de pruebas quimicas, en este estudio no fue posible determinar
- con exactitiud si la relacion encontrada fue de competencia indirecta o directa.
Sin embargo, los resultados muestran claramente Ié inhibicion del crecimiento de
50% de las cepas inoculadas sobre las capas de agar que tenian todos los
nutrientes necesarios para su crecimiento (Tabla V).

Es muy poco probable que la bacteria inoculada en el agar inferior
buscara algin nutriente en la capa de agar superior para continuar con su
crecimiento sobre ésta ya que el agar inferior contenia todos los nutrientes
necesarios para su crecimiento. Solo en dos casos se observd que la cepa
inoculada previamente subiera hasta la superficie de la capa de agar superior,

por lo tanto, excepto en este par de casos, no parece haber evidencias de que




el efecto observado se deba a competencia por algin nutriente entre ambas
bacterias. Es probable que la bacteria previamente inoculada estuviera
produciendo algin compuesto inhibitorio hacia la bacteria inoculada en la capa
de agar superior y, que este compuesto se difundiera a través de la capa de
agar para lograr el efecto. En este caso, estariamos hablando de una
competencia directa y de amensalismo.

Cabe la posibifidad de que la .inhibicién no se esté dando por la
produccion de compuestos antibacterianos, sino porque los actinomicetos
establecidos produzcan un cambio en el pH del medio o que exista una
produccion de peroxidos y acidos que impidan el crecimiento del ‘otro organismo
(Fredrickson y Stephanopoulos; 1981 Rice et al., 1999). Una opcion més_ es que
las moléculas producidas por los actinomicetos establecidos sean moléculas
bacterioestaticas y no bactericidas, es decir, que solamente detengan el

crecimiento de la poblacion, pero no la matan.

Resultados Inesperados

Si extrapolamos la cantidad de actinomicetos en la submuestra que
- presentaron interacciones de estimulacién de crecimiento y estimulacién o
inhibicién de esporulacion durante los bioensayos realizados, tendrfamos un
total de 43 cepas (12 X 3.55) con interacciones de este tipo, es decir, un 12% de
la poblacién de actinomicetos pertenecientes al cuadrante de 0.2km? (Tabla V).
Este tipo de interacciones se dan debido a la existencia de un mecanismo

con el cual las bacterias detectan y responden a los miembros de su comunidad
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a partir de la secrecion y asimilacion de pequeiias moléculas o sefiales quimicas
(Rice ef al., 1999). Estas moléculas sirven como sefiales de monitoreo con las
cuales los microorganismos realizan un senso de poblacion, es decir,
determinan la concentracién de las moléculas presentes y, al detectar una
determinada densidad celular, llevan a cabo la accién o respuesta (Rice ef al.,
1999). En algunos casos esta respuesta se da como la expresion de un fenotipo
(Fuqua ef a/., 1996).

Es sabido que los actinomicetos pueden producir este tipo de sefiales
quimicas llamadas autoinductores. Algunas de sus caracterfsticas bioldgicas
como el crecimiento por formacién de micelio que culmina en la esporulacion, y

.

la habilidad de formar una gran variedad de metabolitos secundarios, incluyendo
a la mayoria de los antibioticos, se llevan a cabo por la intervencion de factores
autorregulatorios (Horinouchi y Beppu, 1992). Estos factores autorregulatorios
son sustancias quimicas de bajo peso molecular que trabajan a concentraciones
muy pequefias y que son requeridas como factorés intrinsecos que activan la
formacién de metabolitos secundarios y/o morfogénesis (Horinouchi y Beppu,
1992).

Dentro de estos autoinductores encontramos algunos como el factor-A | el
cual activa la produccion de estreptomicina y la esporulaciéon en los
streptomicetos (Horinouchi y Beppu, 1992). Se ha comprobado la existencia de
factores homologos al factor-A que tienen estructuras parecidas pero no todos
los efectos producidos por el (Yamada ef al., 1987). Existen otros factores que

logran estimular el crecimiento de células durmientes de algunos actinomicetos
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(Mukamolova et af.,, 1998). Si consideramos que algunos de estos factores
pueden ser producidos por los actinomicetos aislados en este trabajo, es posible
suponer que fue la presencia de este tipo de moléculas la que causd la
sobreesporulacion de algunos de los organismos inoculados sobre la capa de
agar. Es probable que el actinomiceto establecido produjera un autoinductor que
afectara también a la cepa invasora, iograndd que esta dltima creciera o
esporulara sobre él. Es decir, produce algin metabolito que otro organismo
detecta como propio y empieza a realizar la accion. |
Este estudio demuestra solo algunas de las interacciones ecologicas que
tienen entre si los actinomicetos que habitan los sedimentos marinos. Estos
.
microorganismos presentan diversas estrategias para convivir y protegerse de
otros organismos con quienes cohabitan dentro de su ambiente naturai. Es muy
dificil comprender a fondo todas las relaciones, para elio seria necesario realizar
estudios quimicos que permitieran demostrar algunas de las suposiciones aqui
presentadas. Sin embargo, este es el primer estﬁdio realizado acerca de las

interacciones ecologicas entre actinomicetos pertenecientes al mismo ambiente

o nicho y en él se demuestra la existencia de dichas interacciones.
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CONCLUSIONES

1. Existen al menos 370 cepas de actinomicetos en los sedimentos de un
cuadrante de 0.2 km” de sedimentos marinos cercanos a la costa de las
playas de La Jolla, C.A. EUA. '

2. ‘El 28% de los actinomicetos aislados depende altamente de condiciones
salinas para su crecimiento.

3. El 14% de los actinomicetos aislados se pueden considerar como
derivados del ambiente marino.

4. Las cepas que presentaron mayor actividad de inhibicion contra otras
cepas fueron:

CNQ181 atslada de una profundidad de 47 m.
CNQ402 aislada de una profundidad de 35 m.
CNQ490 aislada de una profundidad de 40 m.
CNQ335 aislada de una profundidad de 46 m. '
CNQ521 aislada de una profundidad de 43 m.
CNQ655 aislada de una profundidad de 33 m.
CNQG668 aislada de una profundidad de 42 m.

Q@roo0 T

5. El 19% de los actinomicetos aislados de este cuadrante muestran la
inhibicién del crecimiento de microorganismos de su orden y/o presentes
en su habitat.

6. Las inhibiciones observadas tienen una alta probabilidad de haber sido
causadas por la produccion de compuestos antibacterianos.

7. Al menos el 5% de los organismos presentes en una poblacion de
actinomicetos, localizada en un cuadrante de 0.2 km? de sedimentos
marinos cercanos a la costa, compite entre si utilizando estrategias de
inhibicion de crecimiento. Al menos el 12% de éllos muestran
interacciones causadas por factores quimicos que estimuian o detienen la
esporulacion de otfros actinomicetos.
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ANEXO 1

Localizacién y Profundidad de las Estaciones Muestreadas

Estacion Posicién Profundidad (m)
Geografica
1 32°53.011' N
117°16.091' W 35
2 32°53.017'N
117°16.166' W 40
3 32°52.996" N
117°16.263' W 46
4 32°53.030'N
117°16.368' W 51
5 32°53.107'N
117° 16.386' W 51
6 32°53.109' N
117°16.337 W 49
7 32°53.106' N ‘
117° 16.299' W 47
8 32°53.093' N
117°16.286' W 46
9 32°53.084'N
117° 16.223' W 43
10 32°53.079' N :
117°16.173' W - 40
11 32°53.092' N
117°16.101T W 35
12 32°63.134'N
117°16.092° W 34
13 32°52.984' N
117° 16.059' W 33
14 32°52.980'N
117° 16.091 W 35
15 32°52.957'N
117°16.097° W 37
16 32°52.929' N
117° 16.150' W 40
17 32°52.883' N
117° 16.033' W 33
18 32°52.836' N
- 117°16.067' W 37
19 32°52.820'N
117° 16.115° W 40
20 32°52.817' N
117°16.162° W 43

Ln
]




21 32°52.816'N

117°16.277" W 47
22 32°52.829'N

117° 16.257" W 49
23 32°52.826' N

117° 16.306" W 52
24 32°52.850'N

117° 16.306' W 52
25 32°52.900' N

117°16.280' W 49
26 32°52.882' N

117°16.249° W 48
27 32°52.868' N

117°16.194' W 45
28 32°52.853' N

117°16.133° W 42
29 32°52.845'N

117° 16.059' W 36
30 32°52.831' N

117°16.012° W 33
31 32°52.812' N

117°15.976' W 30
39 32°52.876' N

117°15.989° W 32
33 32°52.869' N :

117°16.037' W © 33
34 32°52.858' N

117°916.076' W 37
35 32°52.845'N

1172 16.139° W 40
36 32°52.842' N

117° 16.188° W 44
37 32°52.838' N

117°16.215° W 46
38 32°52.837' N

117° 16.260' W 49
39 32°52.833' N

117° 16.312° W 52
40 32°52451'N

117° 16.458' W 152
41 32°51.969' N

117° 16.633° W 305




